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Kultury korzeni transformowanych Paulownia tomentosa Steudt.
w kolbach wstrzasanych i bioreaktorze rozpylowym*

i

Cultures of Transformed Roots of Paulownia tomentosa Steudt.
in Shake Flasks and Mist Bioreactor

Produkcja wielu ekonomicznie wartoSciowych substancji pochodzenia
ro§linnego, takich jak: enzymy, barwniki, substancje aromatyczne oraz sub-
Stancje aktywne farmakologicznie, moze by¢ ograniczona wieloma czynnika-
mi: zbyt niskg szybkoscia wzrostu roslin, specyficznymi wymaganiami klima-
tycznymi i glebowymi, sezonowoscia uprawy, dlugim okresem uprawy, mata
wydajnoscig produktu. Alternatywnym Zrédiem wymienionych produktow,
a zwlaszcza metabolitéw aktywnych farmakologicznie, moga by¢ roSlinne kul-
tury zawiesinowe (Chmiel, 1992; Furmanowa, 1992) i korzenie transformo-
wane (Olszowska, 1992; Chmiel, 1997), nazywane takze korzeniami trasge-
Nicznymi lub — z powodu wygladu — korzeniami wlo$nikowatymi.
‘ Korzenie transformowane powstaja w wyniku zakazenia roSlin lub ich
J fragment6éw bakteriami glebowymi z gatunku Agrobacterium rhizogenes. Frag-
’ ment T-DNA z bakteryjnego plazmidu Ri zostaje przeniesiony i trwale wbu-
J dowany do jadrowego DNA komorki ro§linnej (Olszowska, 1992; Nadolska,
\ 1999). Korzenie genetycznie transformowane charakteryzuje szybki przyrost

biomasy, stabilno$¢ genetyczna, wydajna, utrzymujaca si¢ na statlym poziomie

biosynteza metabolitéw (Chmiel, 1992; Olszowska, 1992). Kultury korzeni
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moga byé prowadzone w sposéb niezalezny od wymienionych ograniczen,
w warunkach ktére mozna optymalizowaé metodami stosowanymi w biotech-
nologii.

Hodowle korzeni transformowanych stosunkowo latwo przebiegajd
w kolbach wstrzasanych. Zastosowanie kolb nie pozwala jednak na uzyskanie
duzej iloSci biomasy. Istnieje wigc konieczno$¢ powigkszenia skali procest
i zastosowanie bioreaktoréw. Pierwsze proby powigkszenia skali hodowli
zwigzane byly z uzyciem bioreaktoréw mieszadtowych zaprojektowanych do
proceséw mikrobiologicznych. Delikatna struktura korzeni wiosnikowatych
narazona jest w tych warunkach na dziatanie sit Scinajacych wystepujacych
w strefie pracy mieszadta (Whitney, 1992; Wilson i in., 1987). Podobne pro-
blemy wystepowaly w przypadku zastosowania bioreaktora bgbnowego (Kon-
do i in., 1989) i bioreaktora typu air-lift (Taya i in., 1989 a,b), w ktérym mie-
szanie wymuszone jest strumieniem powietrza. Modyfikacje wspomnianych
bioreaktoréw polegajace na oddzieleniu korzeni od strefy mieszania, pozwo-
lity na osiagniecie zadowalajacych rezultatéw (Kondo i in., 1989; Taya i in.,
1989; Hilton, 1990). Wciaz trwaja jednak prace nad skonstruowaniem najbar-
dziej optymalnego bioreaktora do kultur korzeni transformowanych. Obie-
cujace wyniki osiggni¢to w przypadku zastosowania bioreaktora rozpytowego
lub mgtowego (mist bioreactor) (Kondo i in., 1989; Diloirio,1992), nie stoso-
wanego dotychczas do hodowli drobnoustrojow. W Samodzielnej Pracown!
Biosyntezy Srodkéw Leczniczych Akademii Medycznej w Lodzi zaprojekto-
wano i skonstruowano bioreaktor rozpytowy (Chmiel, 1999), przeprowadzo-
no takze wstgpne badania z wykorzystaniem korzeni transformowanych Pau-
lownia tomentosa.

MATERIAL I METODA

W badaniach wykorzystano korzenie transformowane paulowni puszystej — Paulownid
tomentosa Steudt. (Scrophulariaceae) szczep 1-3-1 G-25, otrzymane w Zakladzie Botaniki Far-
maceutycznej Akademii Medycznej w Lodzi.

Kultury w kolbach wstrzasanych. Kultury korzeni transformowanych prowadzano w 300-
ml kolbach Erlenmeyera zawierajacych po 80 ml podtoza WP (Lloydg, 1980) bez regulatol'éw
wzrostu. Do kolb wprowadzano fragmenty korzeni w ilosci okoto 0,02 g na kolbg. Kolby
umieszczano w fitotronie w ciemnosci, w temperaturze 26°C i przy wilgotnosci 80-90% na
wytrzasarce 100 obr./min. W tych warunkach kultury prowadzono przez 55 dni w trzech 5¢
riach po 3-5 powtérzen. Co 5 dni pobierano préby w celu wyznaczenia krzywej wzrostu i zmian
konduktancji.
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Kultury w bioreaktorze. Hodowle prowadzono w bioreaktorze rozpylowym o pojemnosci
S dm?. Do bioreaktora wprowadzano korzenie pochodzace z 35 dniowych kultur wstrzasanych
w ilo$ci okoto 1 g-dm. Mase korzeni z bioreaktora mierzono na kofcu cyklu hodowli trwaja-
cego 5-6 tygodni.

Bioreaktor jest wykonany ze szkla i stali kwasoodpornej z wykorzystaniem dyszy rozpylo-
wej wykonanej z polipropylenu. Zasadniczy zbiornik szklany (Biichi) o pojemnosci catkowitej
S dm?, ma ksztalt cylindra z wypuklym dnem i kr6écem pozwalajacym na catkowity splyw nad-
miaru pozywki. Pokrywa wyposazona jest w krociec inokulacyjny, kréciec odprowadzajacy po-
Wwietrze oraz kréciec pozwalajacy na wprowadzenie czujnika temperatury. Pomiary czujnika
steruja praca zewnetrznego ultratermostatu. W gornej czesci bioreaktora znajduje sig siatka
ze stali kwasoodpornej, na ktérej umieszczone sa korzenie.

Zbiornik posredniczacy szklany (Biichi) o pojemnosci 1,5 dm® shuzacy jako rezerwuar
pozywki, wyposazony jest w ptaszcz termostatowy i krocce: doprowadzajacy i wyprowadzajacy
pozywke oraz umozliwiajacy pobranie prob, wprowadzenie elektrod pomiarowych oraz wy-
réwnujacy cisnienie.

Pompa perystaltyczna typu CMF 10 (Chemap) o zmiennym zakresie szybkosci pompo-
wania 3+400 cm®-min’!, wyposazona zostata w wezyk z tworzywa Tygon o podwyzszonej od-
pornosci na §cieranie i uszkodzenia mechaniczne, co okazalo si¢ niezbedne dla dlugotrwalej
pracy bioreaktora. Czas pracy pompy oraz przerw w podawaniu pozywki sa regulowane w gra-
nicach od 30 s do 2 min przy pomocy zegara sterujacego MC 5B (Fael).

Kultury korzeni w bioreaktorze prowadzono przez okres 6 tygodni. Konstrukcja bioreak-
tora zapewnia rozwdj korzeni w warunkach aseptycznych w atmosferze jalowego powietrza
przez caly czas pracy bioreaktora. Odpowiednie wytworzenie mgly rozpylonej pozywki uzyska-
no stosujac laboratoryjng pompe perystaltyczna i dysze rozpylowa o specjalnej konstrukcji.
Stopien rozdrobnienia mgly byt regulowany szybkoscia pracy pompy (szybkoscia wyplywu cie-
czy). W stozku wytworzonej mgly najdrobniejsze kropelki, o §rednicy rzedu kilku — kilkuna-
stu um znajduja si¢ w jego strefie centralnej i one docieraja do rosnacych korzeni. Kropelki
cieczy o wigkszej Srednicy, wystgpujace w strefie zewnetrznej stozka mgly, uderzaja o Sciang
bioreaktora, skad ciecz splywa na dno zbiornika.

Temperatura pozywki w granicach 25+27°C jest utrzymywana przy uzyciu termostatu
Thermomix (Braun Biotech International). Opcjonalnie bioreaktor moze by¢ wyposazony
w uklad ciaglego pomiaru pH i konduktancji. Ten ostatni parametr proponowany jest w kultu-
rach roslinnych in vitro do $ledzenia dynamiki przebiegu procesu (Taya i in., 1989a,b), gdyz
W miare zmiany sktadu pozywki zmienia si¢ jej przewodnictwo elektryczne.

Oznaczanie §wiezej masy i suchej masy korzeni. Korzenie odsaczano na bibule i wazono
Swieza (mokra) masg, wyrazona w g na kolbg lub g-dm. W celu oznaczenia suchej masy,
fragmenty korzeni wazono i suszono do suchej masy (najpierw przez 1 godzing w temperatu-
rze 100°C, a nast¢pnie przez 24 godziny w temperaturze 80°C.

Oznaczenie konduktancji. W otrzymanym po odsaczeniu podiozu mierzono zmiany kon-
duktancji za pomoca aparatu pH/konduktometr CPC-551 firmy , Elmetron” i czujnika kon-
duktometrycznego typ CD-2 (Hydromet).
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Ryec. 1. Krzywa wzrostu korzeni transformowanych Paulownia tomentosa.
(1 — sucha masa, 2 — Swieza masa)
Growth of transformed roots of Paulownia tomentosa. (1 — dry matter, 2 — fresh matter)
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Ryc. 2. Zmiany konduktancji podtoza (2-) i suchej masy komérek (1-) podczas hodowli
korzeni trasformowanych Paulownia tomentosa
Medium conductivity (2-) and cell dry matter (1-) in the cultures of transformed roots
of Paulownia tomentosa
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WYNIKI I DYSKUSJA

W kulturach korzeni transformowanych w kolbach wstrzasanych podczas
Pierwszych 20 dni przyrost biomasy byt nieznaczny — widoczna jest wyraz-
nie faza adaptacyjna (ryc. 1). Przyspieszenie wzrostu nast¢puje po 25 dniach
hodowli. Najwicksza szybko§é¢ wzrostu obserwuje si¢ migdzy 35 a 50 dniem
hodowli — faza wyktadniczego wzrostu. P6zniej nastepuje faza zwolnionego
Wzrostu. Korzenie transformowane Paulownia tomentosa charakteryzuje sto-
Sunkowo dtuga faza adaptacyjna wzrostu, ale tez wysoki przyrost §wiezej masy
0d 0,25 g-dm™ podtoza do okoto 220 g-dm™.

Zmiany przewodnosci podtoza podczas hodowli przedstawiono na ryc. 2.
Do 20 doby hodowli nie obserwowano zmian konduktancji, widoczna zmiane
Zauwazono w 25 dniu hodowli, a gwattowny spadek w 35-50 dniu hodowli, co
Przypadato na okres intensywnego wzrostu biomasy.

Pomiar konduktancji podtoza byt dokonywany w celu znalezienia korela-
¢ji pomigdzy zmiang konduktancji i przyrostem biomasy. Wyznaczenie takiej
Zaleznosci jest przydatne do okreSlenia wzrostu biomasy podczas hodowli
korzeni w bioreaktorze, gdzie nie jest mozliwe bezposrednie jej oznaczenie
(Taya i in., 1989a,b).

W kulturze bioreaktorowej biomas¢ korzeni badano po zakonczeniu ho-
dowli, trwajacej 6 tygodni. Stosujac jako inokulat 5 g korzeni z kultur w kol-
bach wstrzasanych otrzymano plon biomasy réwny 300 g $wiezej masy (200
g'dm?), co stanowi 16 g suchej masy na 1 dm® podtoza. W pracy Taya i in.
(1989 a) w hodowli korzeni transformowanych A. rustica w bioreaktorze typu
air-lift o pojemnosci roboczej 300 cm® w czasie 31 dni otrzymano biomasg
2,8 g s.m.-dm?, w bioreaktorze mieszadtowym (300 cm?) po 25 dniach — bio-
Mmase 4,8 g s.m.-dm?, a w bioreaktorze air-lift z korzeniami immobilizowany-
mi na mechanicznym no$niku — mas¢ 11 g s.m.-dm?. Whitney (1992) dla
kKultur N, rustica w bioreaktorach: rozpytowym (mglowym), ze zlozem zrasza-
Nym oraz typu air-lift po 28 dobach otrzymat plon §wiezej masy — odpowied-
Nio: 255, 118 oraz 184 g-dm™.

Badania kultur korzeni transformowanych w bioreaktorze rozpylowym
W naszej pracowni sg kontynuowane. Trwaja prace dotyczace optymalizacji
kultur korzeni w bioreaktorze i prace zwiazane z modyfikacja bioreaktora.

- .
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SUMMARY

The culture of roots transformed with Agrobacterium rhizogenes is one of the most effi
cient ways of biosynthesis for many pharmacologically active metabolites. The hairy root ¥
tures were kept in both shake flasks and bioreactor. In our laboratory a mist bioreactor we
designed and built. The bioreactor was made of glass and stainless steel with the use 0
(dispersal) nozzle made of polypropylene. A peristaltic pump provided dispersion and

£ mist
recir
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Culation of the medium. The temperature of medium was sustained on a constant level by an
€xternal thermostat controlled by measurement of temperature in the root-growing zone with-
in the bioreactor. Usefulness of the laboratory mist bioreactor was checked using transformed
roots of Paulownia tomentosa. The technical conditions of bioreactor operation were formu-
lated. An optimisation study for that culture is being carried out.



